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STERSZCZENIE
Bakteriofag λ jest modelem w badaniach z dziedziny biologii molekularnej od ponad pięćdziesięciu lat. mimo tego, ostatnie lata przyniosły znowu (podobnie jak poprzednie 
okresy) wiele nowych wyników doświadczeń, które nie tylko rozszerzyły naszą wiedzę na 
temat molekularnych mechanizmów funkcjonowania tego wirusa lecz także rzuciły nowe 
światło na zagadnienia ogólnych prawidłowości w regulacji przepływu i przekazywania 
informacji genetycznej. W tym artykule przedstawiamy osiągnięcia z ostatniego okresu do-
tyczące głównie prac nad mechanizmami regulacji replikacji DNA bakteriofaga λ. Opisane 
tutaj w skrócie badania doprowadziły między innymi do poznania składu dziedziczonego 
kompleksu replikacyjnego λ oraz biologicznej roli szybkiej degradacji białka λO pozostają-
cego poza tym kompleksem, zaproponowania regulacji zmiany typu replikacji DNA bakte-
riofaga z wczesnej (model θ) na późną (model σ), wyjaśnienia mechanizmu aktywacji tran-
skrypcji przez replikacyjne białko DnaA i wykazania aktywności stymulatora transkrypcji 
przez inne białko regulujące replikację DNA – SeqA. Wyniki te mogą mieć istotne znaczenie 
w lepszym zrozumieniu regulacji replikacji DNA nie tylko bakteriofaga λ lecz także innych 
organizmów.
BAKTERIOfAG λ jAKO CIąGLE WAżNy mODEL BADAWCZy
Bakteriofag	λ,	po	raz	pierwszy	opisany	ponad	50	 lat	 temu,	odegrał	kluczo-
wą	rolę	w	rozwoju	biologii	molekularnej.	Badania	nad	tym	wirusem	dostarczy-
ły	podstawowych	wiadomości	 o	 regulacji	 i	 przebiegu	 takich	procesów	 jak	na	
przykład	 inicjacja	 transkrypcji,	 antyterminacja	 transkrypcji,	 inicjacja	 replikacji	
DNA,	funkcjonowanie	białek	szoku	termicznego,	ogólna	i	miejscowo-specyficz-




























dowi	 i	do	 rozpoczęcia	każdej	nowej	 rundy	replikacyjnej	niezbędne	 jest	złoże-
nie	takiego	kompleksu	od	nowa.	Jednakże	kolejne	lata	badań	doprowadziły	do	
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kacyjny	musi	 faktycznie	powstać	 od	nowa,	 ale	 samo	 jego	
utworzenie	nie	jest	sygnałem	do	rozpoczęcia	replikacji,	jak	
to	wcześniej	sugerowano.	Obecnie	wydaje	się,	że	sygnałem	
takim	może	być	aktywacja	 transkrypcyjna	oriλ,	 czyli	 tran-
skrypcja	przechodząca	w	rejonie	origin	 (Rys.	1)	[3,	5].	Nie-
znany	 jest	 jeszcze	dokładny	mechanizm	w	 jaki	 transkryp-








Pomimo	 jednoznacznego	 stwierdzenia	 dziedziczenia	
stabilnego	kompleksu	 replikacyjnego	 λ,	 do	niedawna	nie-
znany	 był	 jego	 skład	 białkowy.	 Badania	 przeprowadzone	
techniką	 sieciowania	 molekularnego	 białko-DNA	 in vivo,	










































białka	 O	 dostępnego	 do	 tworzenia	 nowych	 kompleksów	
replikacyjnych	jest	głównym	czynnikiem	limitującym	repli-
kację	plazmidów	λ	w	wolno	rosnących	hodowlach	komórek	






się	 iż	w	wolno	rosnących	hodowlach	komórek	E. coli	 cykl	
lizogeniczny	 bakteriofaga	 λ	 jest	 zaburzony	 w	 przypadku	
występowania	mutacji	w	genie	clpP lub	clpX	[17].
WCZESNA I PóźNA REPLIKACjA 
DNA BAKTERIOfAGA λ
We	wczesnej	 fazie	 rozwoju	 litycznego	 replikacja	 DNA	
bakteriofaga	 λ	 rozpoczyna	 się	 w	miejscu	 oriλ	 i	 przebiega	
według	modelu	θ	(„z	kółka	w	kółko”),	w	którym	potomne	
nici	DNA	syntetyzowane	są	z	reguły	w	obydwu	kierunkach	
od	miejsca	origin	 [4,	 6,	 7,	 10].	Po	kilku	 (zwykle	pięciu	 lub	
sześciu)	rundach	replikacji	wczesnej	(około	15	minut	po	in-
fekcji	w	optymalnych	warunkach	wzrostu	komórki	gospo-
darza)	 następuje	 przejście	 do	 replikacji	według	modelu	 σ	
(„toczącego	się	koła”)	[4,6,7,10].	W	jej	wyniku	powstają	kon-
katameryczne	 struktury	DNA	 złożone	 z	wielu	 jednostko-
wych	genomów	λ,	które	następnie	mogą	być	pakowane	do	
potomnych,	wcześniej	uformowanych	główek	fagowych.
Roger	 McMacken	 wraz	 ze	 swoją	 grupą	 badawczą	 za-
proponował	model	przejścia	od	replikacji	θ	do	replikacji	σ,	
który	 jak	dotąd,	choć	nie	udowodniony	bezpośrednio,	 jest	
powszechnie	 uznawany	 [7,10].	 Model	 ten	 zakłada,	 że	 re-
plikacja	σ	jest	poprzedzana	jedną	rundą	jednokierunkowej	
















Sugestie	 co	 do	 białek,	mogących	 brać	 udział	w	 regula-
cji	zmiany	typu	replikacji	podczas	rozwoju	bakteriofaga	λ,	
wypływały	z	badań	genetycznych	[18,	19]	i	wskazywały	na	








zy	DnaB	 (uwolnionej	od	blokującego	 jej	 aktywność	białka	








replikacji	 jednokierunkowej,	 przechodzącej	 następnie	 w	
replikację	 typu	σ.	Kluczową	 rolę	w	 tym	modelu	odgrywa	












replikacji	 typu	 θ,	 która	 następnie	przechodzi	w	 replikację	
typu	σ	[20].	Ostatnie	badania	wskazują,	że	inne	białka	też	są	
zaangażowane	w	tę	regulację.	Mianowicie,	białko	P	praw-
dopodobnie	oddziałuje	z	DnaA	 [21]	 i	hamuje	 jego	aktyw-
ność	[22].	Ponieważ	P	jest	białkiem	stabilnym	w	komórce	E. 
coli,	akumuluje	się	ono	podczas	rozwoju	litycznego,	mogąc	












ROLA BIAłKA DnaA W REGULACjI TRANSKRyPCjI 




rozpoczynającą	 się	 z	 oriλ	 poprzez	 stymulację	 aktywacji	
transkrypcyjnej	 origin,	 czyli	 transkrypcji	 z	 promotora	 pR.	
Ciekawym	zjawiskiem	jest	natomiast	niezgodność	plazmi-
dów	λ	z	niektórymi	mutacjami	punktowymi	w	genie	dnaA	














rundach	 replikacji,	 białko	 DnaA	 zostaje	 wymiareczkowane	 przez	 dużą	 liczbę	


































położonego	 za	 promotorem	 (ang.	 downstream)	 [25].	W	 re-
jonie	 tym	występują	dwa	miejsca	 słabo	wiążące	DnaA	 (w	
okolicach	 pozycji	 +18	 i	 +200	w	 stosunku	 do	miejsca	 star-
tu	transkrypcji	z	pR)	 i	oba	są	absolutnie	konieczne	do	tego	
wiązania	 –	modyfikacja	 któregokolwiek	 z	 nich	 powoduje	
całkowitą	utratę	zdolności	DnaA	do	oddziaływania	z	 tym	
rejonem	DNA	[26].
Szczegółowa	 analiza	 biochemiczna	wykazała,	 że	DnaA	














BIAłKO SeqA – CZyNNIK REPLIKACyjNy REGULUjąCy 










in vivo jak	i	in vitro.	Co	ciekawe,	podobnie	jak	w	przypad-
ku	białka	DnaA,	miejsca	wiązania	SeqA	(sekwencje	GATC)	
niezbędne	 do	 stymulacji	 transkrypcji	 rozpoczynającej	 się	
z	 promotora	 pR	 położone	 są	 za	miejscem	 inicjacji	 syntezy	
RNA	(pozycje	około	+80	i	+100)	[29,30].	Dalsze	badania	wy-
kazały,	że	SeqA	może	również	aktywować	inne	promotory,	
na	 przykład	dwa	promotory	 bakteriofaga	 λ	 stymulowane	
przez	białko	cII:	pI	i	paQ.	[31].	Stymulacja	tych	promotorów	
zachodziła	in vivo i	in vitro,	jednak	w	systemie	in vitro	tylko	
w	obecności	białka	cII	i	tylko	wtedy	gdy	białko	SeqA	było	
preinkubowane	z	matrycą	DNA	przed	dodaniem	białka	cII	
[31].	 Stąd	wniosek,	 że	 SeqA	może	 stymulować	 aktywację	
promotorów	pI	 i	paQ	 poprzez	ułatwianie	działania	 cII	 jako	
specyficznego	aktywatora	(na	przykład	ułatwiając	wiązanie	
się	cII	do	DNA	w	okolicach	promotora).
Podczas	 inicjacji	 replikacji	 chromosomu	 bakteryjnego	
białka	DnaA	i	SeqA	działają	antagonistycznie,	odpowiednio	
jako	 stymulator	 i	 inhibitor	 tego	procesu.	Wzajemne	 funk-
cjonalne	oddziaływania	pomiędzy	 tymi	białkami	 zaobser-
wowano	również	w	rejonie	promotora	pR	 [32].	Oba	białka	





































łowe	niezbędne	do	 replikacji	w	komórkach	E. coli	 –	 są	od	








występować	 zarówno	 cząsteczki	 replikujące	 się	 jednokie-
runkowo,	 jak	 i	 cząsteczki	 replikujące	 się	 dwukierunkowo	
[36].	Ten	sam	cykl	doświadczeń	wykazał,	że	kierunkowość	




stu	 laty	 sugerowały,	 że	 promotor	pO,	 położony	pomiędzy	
genami	 cII	 i	o,	może	mieć	 znaczenie	w	 replikacji	DNA	λ	
[37].	 Przypuszczano	 wówczas,	 że	 produkt	 transkrypcji	
z	 tego	 promotora,	 oop	 RNA,	 stanowi	 primer	 dla	 syntezy	
DNA.	 Późniejsze	 badania,	wskazujące	 na	 aktywność	 tego	
transkryptu	 jako	 antysensownego	 RNA	 w	 stosunku	 do	
mRNA	genu	cII,	spowodowały,	że	hipotezy	o	roli	pO	nie	bra-
no	pod	uwagę	przez	długi	czas.	Jednakże	rezultaty	niedaw-










gulacji	 inicjacji	 replikacji	 z	 oriλ,	 plazmidy	 λ	 były	 ostatnio	
wykorzystywane	 jako	 narzędzia	 w	 badaniach	 nad	 repli-
kacją	innych	plazmidów.	Konstrukcja	plazmidu	λ	o	precy-
zyjnie	 regulowanej	 liczbie	kopii	 (dzięki	wymianie	promo-
tora	pR	na	umożliwiający	precyzyjną	kontrolę	efektywności	









































o	 rozpoczęciu	przez	bakteriofaga	 λ	 cyklu	 litycznego	bądź	


















kompleksu	 otwartego	 i	 jego	 stabilizację	 oraz	 opuszczanie	
promotora	[45].
Jak	 wspomniano	wcześniej,	 poziom	 białka	 cII	 w	 zaka-
żonej	bakteriofagiem	λ	komórce	powinien	być	regulowany	
w	 odpowiedzi	 na	 warunki	 środowiskowe.	 Negatywnym	
regulatorem	 translacji	 mRNA	 genu	 cII	 jest	 antysensowny	
transkrypt,	 oop	 RNA.	 Transkrypt	 ten	 ulega	 poliadenylacji	
przez	 produkt	 genu	 pcnB,	 co	 prowadzi	 do	 zwiększonego	
tempa	 jego	 degradacji	 [46,	 47].	 Wykazano,	 że	 wydajność	
ekspresji	genu	pcnB	(kodującego	poli(A)	polimerazę	I),	a	co	
za	tym	idzie	wydajność	poliadenylacji	RNA,	w	komórkach	
E. coli	 jest	 odwrotnie	 proporcjonalna	 do	 tempa	 wzrostu	





λ,	 cIII,	 które	 znane	było	do	niedawna	 tylko	 jako	 inhibitor	
proteazy	HflB	(inaczej	zwanej	FtsH),	odpowiedzialnej	m.in.	
za	degradację	cII	[49].	Wyniki	badań	genetycznych	sugeru-










α	oddziałującej	 z	białkiem	cII	 [50,	 51].	Wydaje	 się,	 że	nie-
dawne	rozwiązanie	struktury	krystalicznej	białka	cII	[52,	53]	
powinno	przyspieszyć	prace	nad	mechanizmem	działania	





nie	 bardziej	 skomplikowana	 niż	 wydawało	 się	 to	 jeszcze	
niedawno,	 gdy	 tworzono	 pierwsze	 modele	 molekularnej	
kontroli	tego	kluczowego	dla	rozwoju	każdego	organizmu	
procesu.	 Stosunkowo	 proste	 replikony,	 takie	 jak	 genom	
bakteriofaga	λ	 i	plazmidy	od	niego	pochodzące,	 stanowią	
zatem	wciąż	 bardzo	 wygodne	 i	 wydajne	 modele	 badaw-
cze,	pozwalające	stosunkowo	szybko	uzyskiwać	informacje	
z	 jednej	 strony	 bardzo	 szczegółowe,	 a	 z	 drugiej	 o	 dużym	






















































17.	Czyż	A,	Zielke	R,	Węgrzyn	G	 (2001)	Rapid	degradation	 of	 bacte-
riophage	λ	O	protein	by	ClpP/ClpX	protease	 influences	 the	 lysis-
versus-lysogenization	decision	of	 the	phage	under	 certain	growth	
conditions	of	the	host	cells.	Arch	Virol	146: 1487-1498


















23.	Glinkowska	 M,	 Konopa	 G,	 Węgrzyn	 A,	 Herman-Antosiewicz	 A,	
Weigel	C,	Seitz	H,	Messer	W,	Węgrzyn	G	(2001)	The	double	mecha-
nism	 of	 incompatibility	 between	 λ	 plasmids	 and	 Escherichia coli	
dnaA(ts)	host	cells.	Microbiology	147:	1923-1928







































































riophage	 λ	 development	 by	 guanosine	 5'-diphosphate-3'-diphos-
phate.	Virology	262: 431-441
44.	Potrykus	K,	Węgrzyn	G,	Hernandez	VJ	(2004)	Direct	stimulation	of	
the	 λ	 paQ	 promoter	 by	 the	 transcription	 effector	 guanosine-3’,5’-






















contacts	 between	 RNA	 polymerase	 and	 the	 -35	 region	 of	 pRE	 are	
identical	in	the	presence	and	absence	of	CII	protein.	Nucleic	Acids	
Res	32:	1083-1090







54.	Wróbel	 B,	 Węgrzyn	 G	 (2002)	 Evolution	 of	 lambdoid	 replication	
modules.	Virus	Genes	24:	163-171
Bacteriophage λ DNA replication – new discoveries 
made using an old experimental model







Bacteriophage λ is a model in molecular biology studies since over fifty years. Nevertheless, studies of recent years (similarly to previous 
time periods) resulted in many new experimental results which not only expanded our knowledge on molecular mechanisms of functions of 
this virus, but also shed new light on general rules of the transduction and transfer of genetic information. In this review, we present recent 
achievements of studies on mechanisms of regulation of bacteriophage λ DNA replication. Between others, these studies led to determination 
of the composition of λ inherited replication complex, indication of the biological role of rapid degradation of free λO protein, description 
of the proposal of regulation of the switch from early (θ) to late (σ) λ DNA replication mode, elucidation of the mechanism of transcription 
regulation by a replication protein DnaA and demonstration of the activity of transcription stimulator by another replication regulator – the 
SeqA protein. These results may be important to better understand regulation of DNA replication of not only bacteriophage λ but also other 
organisms.
